
·133·

· 论著 ·

N型乙酰胆碱受体对急性呼吸窘迫综合征小鼠

炎症反应的影响

殷宗宝，余燕梅，刘凡
（中南大学湘雅医学院附属海口医院急诊科，海口  570208）  

摘要  目的  探讨激活N型乙酰胆碱受体对急性呼吸窘迫综合征 （ARDS） 小鼠白细胞介素-18 （IL-18）、PD-1和T淋巴细胞等的影

响。方法  将6周龄健康清洁级雄性BALB/c小鼠60只按照完全数字随机法分为正常组 （N组）、生理盐水对照组 （NS组）、生理盐水+

切断颈部两侧迷走神经组 （NS+D组）、ARDS+切断颈部两侧迷走神经组 （A+D组）、ARDS组 （A组）、ARDS+切断迷走神经给予乙酰

胆碱受体激动剂组 （A+J组），每组10只。用荧光显微镜观察小鼠右肺下叶组织结构变化。用免疫印迹法检测各组小鼠左肺磷酸

化核因子κB （p-NF-κB） P65和PD-1的水平，用酶联免疫吸附试验 （ELISA） 双抗体夹心法测定各组小鼠血清IL-18和PD-1含量，用

流式细胞仪检测小鼠右肺中叶CD3+、CD25+Foxp3+T淋巴细胞百分比。结果  荧光显微镜下，N组和NS组小鼠右肺下叶间质未发

现炎症细胞浸润，NS+D组肺间质有少量炎症细胞浸润，而A组和A+D组小鼠肺间质有大量炎症细胞浸润、肺泡壁增厚、肺泡结构

破坏，肺泡腔消失； A+J组小鼠右肺下叶间质炎症细胞浸润较少，肺泡腔有少许破损。A组和A+D组小鼠血清IL-18和PD-1水平

高于其他4组，差异有统计学意义 （P < 0.05）。A组和A+D组小鼠左肺p-NF-κBP65和PD-1蛋白含量显著高于N组、NS组、J组 （P < 

0.05）； A组和A+D组小鼠肺泡灌洗液CD3+、CD25+Foxp3+ T淋巴细胞百分比高于其他3组，A+J组显著低于A+D组、A组（P < 0.05）。

结论  激活N型乙酰胆碱受体可通过T淋巴细胞负向调节作用直接抑制IL-18和p-NF-κBP65的释放，还可抑制肺组织PD-1的生

成，从而抑制ARDS的炎症反应，减轻ARDS病理变化。
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Effect of N-type acetylcholine receptor on inflammation in mouse model of acute respiratory
distress syndrome

YIN Zongbao，YU Yanmei，LIU Fan
（Emergency Department，Haikou Affiliated Hospital of Central South University Xiangya School of Medicine，Haikou 570208，China） 

Abstract  Objective  To investigate the effect of activating the N-type acetylcholine receptor   （nAChR）  on interleukin-18  （IL-18）  
and PD-1 in mice with acute respiratory distress syndrome  （ARDS）. Methods  Sixty healthy male BALB/c mice  （6 weeks of age）  were 

divided into six groups：normal  （N），normal saline control  （NS），normal saline + bilateral vagectomy  （NS+D），ARDS + segmentation of 

the vagus nerve on both sides of the neck  （A+D），ARDS  （A），ARDS + vagal amputation，and administration of an acetylcholine receptor 

agonist  （A+J）  groups. Each group included ten mice that were fed and housed under normal conditions. Structural changes in the right 

lower  lung were observed using  fluorescence microscopy； phosphorylated nuclear  factor-κB protein 65   （p-NF-κBP65）  levels were 

assessed using Western blotting； serum IL-18 and PD-1 levels were assessed using enzyme-linked immunosorbent assay  （ELISA）  and 

the double antibody sandwich method； and the percentages of CD3+ and CD25+Foxp3+T lymphocytes in the middle lobe of right lung were 

determined using flow cytometry. Results  No inflammatory cell infiltration was observed in groups N and NS. The interstitial lobes in 

groups A and A+D showed severe inflammatory infiltration，thickening of the alveolar wall，destruction of the alveolar structure，and loss 

of the alveolar cavity. Serum IL-18 and PD-1 levels in groups A and A+D were significantly higher than those in the other four groups  （P < 0.05）. 

p-NF-κBP65 and PD-1 levels in groups A and A+D were significantly higher than those in groups N，NS，and A+J  （P < 0.05）. CD3+ and 

CD25+Foxp3+T cells in groups A and A+D were significantly higher than those in the other four groups  （P < 0.05）. Conclusion  Active 

nAChR can inhibit IL-18 and p-NF-κBP65 through the negative regulation of T lymphocytes，decrease PD-1 expression in lung tissues，
and alleviate the pathological changes of ARDS.
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N型乙酰胆碱受体 （nicotinic acetylcholine recep-

tor，nAChR） 是胆碱能抗炎通路 （cholinergic anti-in-

flammatory pathway，CAP） 的作用受体，存在于多种

免疫细胞的表面，也存在于肺上皮细胞及肺泡固

有巨噬细胞中［1-2］，可与迷走神经分泌的乙酰胆碱 

（acetylcholine，ACh） 结合，发挥抑制炎症的作用。T

淋巴细胞作为免疫系统的重要调节细胞之一，不仅

能抑制过度免疫反应引起的炎症反应，还能调节免

疫应答的作用范围、反应程度和持续时间［3-4］。急性

呼吸窘迫综合征 （acute respiratory distress syndrome，

ARDS） 是因肺实质发生急性弥漫性损伤而导致的

以急性呼吸窘迫和顽固性低氧血症为特征的临床

综合征，T淋巴细胞的感染免疫调节在ARDS炎症反

应CAP中的机制目前尚不明确。核因子κB （nuclear 

transcription factor-κB，NF-κB） 是炎症反应中重要的

核转录因子，磷酸化核因子κB （phosphorylated nuclear 

factor-κB，p-NF-κB） P65是NF-κB的主要标志［5-6］。白

细胞介素-18 （interleukin-18，IL-18） 可诱导γ干扰素生

成，促进T细胞活化，趋化多形核白细胞到达急性炎

症部位［7］。关于IL-18和p-NF-κBP65在ARDS炎症反

应中的作用报道较多，但激活 nAChR后是否通过抑

制p-NF-κBP65和IL-18的释放减轻ARDS目前尚未

见报道。PD-1主要表达于活化的T淋巴细胞、自然

杀伤细胞、B淋巴细胞，ARDS患者外周血T淋巴细胞

PD-1过度表达与T淋巴细胞增殖能力降低、二重院

内感染及病死率增加相关［8］。本研究拟探讨ACh与

nAChR结合调节T淋巴细胞并影响PD-1的表达，从

而减轻ARDS炎症反应的机制。

1 材料与方法

1.1  材料

1.1.1  主要试剂及仪器：脂多糖内毒素 （日本化药株

式会社，进口许可证号X20000349）；酶联免疫吸附

试验 （enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试

剂盒 （美国RAPID Biotech公司），nAChR激动剂PNU

282987 （北京索莱宝科技有限公司）。兔抗鼠p-NF-

κBP65、PD-1及β-actin抗体、山羊抗兔IgG （美国Immuno

Way Biotechnology公司）。流式细胞检测仪 （LSRFO

rtessalM型，美国BD公司），荧光显微镜 （日本Olympus

公司）。

1.1.2  实验动物及分组：健康清洁级6周龄雄性

BALB/c小鼠60只，体重 （20±2） g，由湖北省实验动

物研究中心提供［合格证号SCXK （鄂） 2020-0018］。

按照完全数字随机法分为正常组 （N组）、生理盐水

对照组 （NS组）、生理盐水+切断颈部两侧迷走神

经组 （NS+D组）、ARDS+切断颈部两侧迷走神经组 

（A+D组）、ARDS组 （A组）、ARDS+切断迷走神经给予

nAChR受体激动剂组 （A+J组），每组10只。

1.2  方法

1.2.1  ARDS小鼠模型建立：A组参照王华兵等［9］的

方法，以2%戊巴比妥钠经腹腔内注射麻醉小鼠后，

将灌胃器插入其气道并缓慢注入含脂多糖内毒素

的生理盐水 （2 g/L，2 mg/kg），注入后立即旋转动物，

使药液在肺内分布均匀。NS组：以与A组等量的生

理盐水代替脂多糖内毒素气管内注入。NS+D组：

以与A组等量的生理盐水代替脂多糖内毒素气管内

注入后，切断小鼠颈部两侧迷走神经。A+D组：同A

组造模后切断小鼠颈部两侧迷走神经。A+J组：同

A组造模后切断小鼠颈部两侧迷走神经，腹腔注射

PNU282987 （2 mg/kg，1次/d，共3 d）。N组正常喂养

无特殊处理。

1.2.2  标本采集：各组小鼠造模成功后第4天，分别

用2%戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉，仰卧位开腹，取

腹主动脉近心端全血2 mL，室温静置2 h后，3 000 r/min

离心15 min，取上层血清冻存于-70 ℃备用。取小鼠

右肺下叶，用4%多聚甲醛固定。取小鼠右肺中叶和

左肺，于-80 ℃冻存。

1.2.3  病理组织学标本制作及观察：取小鼠右肺下

叶，用4%多聚甲醛固定，石蜡包埋后制成3 μm厚切

片。经二甲苯脱蜡、无水乙醇洗蜡、95%乙醇洗片，

抗原微波修复，95 ℃15 min，自然冷却至室温。正常

羊血清封闭，37 ℃ 60 min，4 ℃过夜，用磷酸盐平衡

生理盐水冲洗5 min，加入荧光素，避光37 ℃孵育60 

min，防淬灭封片。荧光显微镜下观察。

1.2.4  血清IL-18和PD-1水平检测：按照ELISA试剂

盒的说明书，检测小鼠血清IL-18和PD-1水平。

1.2.5  p-NF-κBP65、PD-1蛋白表达检测：用Western 

blotting检测小鼠肺组织p-NF-κBP65、PD-1蛋白表达

情况。提取左肺组织总蛋白，BCA试剂盒检测蛋白含

量。蛋白上样，行8%SDS-PAGE电泳，转至聚偏氟乙

烯膜。5%牛血清白蛋白室温封闭2 h。分别加入兔

抗鼠p-NF-κBP65、PD-1及内参β-actin抗体，4 ℃孵育
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过夜。山羊抗兔IgG室温孵育2 h。检测蛋白相对表达

水平。

1.2.6  肺组织淋巴细胞分离及T淋巴细胞亚群测

定：无菌条件下分离小鼠右肺中叶，加入1 mL 4 ℃

预冷PBS，研磨至匀浆；用10 mL冷PBS冲洗，收集

细胞悬液，经200目尼龙网过滤，2 500 r/min离心20 

min，去除细胞碎片，用PBS洗3次，离心沉淀制成单

细胞悬液；加荧光标记的CD3+和CD25+Foxp3+ FITC

抗体各5 μL。加细胞裂解液，室温避光孵育20 min，

加入PBS洗涤2次，2 000 r/min离心5 min，弃上清，

加入500 μL PBS，用流式细胞仪检测，计算CD3+和

CD25+Foxp3+T淋巴细胞的百分比。

1.3  统计学分析 

采用SPSS 20.0软件进行统计分析。计量资料以

x-±s表示，多组间比较采用方差分析，差异有统计

学意义时采用LSD-t检验进一步进行两两比较。P < 

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  各组小鼠肺组织病理变化 

N组和NS组小鼠右肺下叶间质无炎症细胞浸

润；NS+D组右肺下叶间质有少量炎症细胞浸润；A

组和A+D组小鼠右肺下叶间质有大量炎症细胞浸

润、肺泡壁增厚、肺泡结构破坏，肺泡腔消失；A+J组

小鼠右肺下叶间质炎症细胞浸润较少，肺泡腔有少

许破损。见图1。

A，group N；B，group NS；C，group NS+D；D，group A；E，group A+D；F，group A+J.   

图1  各组小鼠肺组织病理变化  荧光染色 ×100

Fig.1  Pathological changes of the lung tissue of mice in each group  Fluorescent staining ×100

2.2  各组小鼠血清IL-18和PD-1水平比较

ELISA结果显示，A组和A+D组小鼠血清IL-18

和PD-1水平均高于其他4组，差异有统计学意义 （P < 

0.05）。A组和A+D组比较以及其他4组间比较差异

无统计学意义。见表1。

2.3  各组小鼠左肺p-NF-κBP65、PD-1表达情况比较                

Western blotting结果显示，A组和A+D组小鼠左

肺组织p-NF-κBP65及PD-1的表达水平高于N组、NS

组、NS+D组、A+J组，差异有统计学意义 （P < 0.05）。

A组和A+D组间比较以及其他4组间比较差异无统

计学意义。见表2、图2。 

2.4  各组小鼠T淋巴细胞亚群的变化

A组和A+D组小鼠CD3+T淋巴细胞百分比高于

其他4组，差异有统计学意义 （P < 0.05）。A组和A+D

组比较以及其他4组间比较差异无统计学意义。见表

3。 

A

D

B

E

C

F
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3 讨论

激活迷走神经后，胆碱能神经元分泌的递质与

其受体结合，对机体的炎症反应产生抑制效应，其

神经调节通路为CAP。研究［10］表明，切断肺损伤动

物模型颈部两侧迷走神经后，肺损伤加重，而激活

1） P < 0.05 vs. group A；2） P < 0.05 vs. group A+D.

1） P < 0.05 vs. group A；2） P < 0.05 vs. group A+D.

图2  各组小鼠左肺组织p-NF-κBP65和PD-1蛋白表达

Fig.2  Expression of p-NF-κBP65 and PD-1 protein in left lung tissue of mice in each group

表1  各组小鼠血清IL-18和PD-1水平比较

Tab.1  Comparison of serum IL-18 and PD-1 levels of mice in each group

Group                               IL-18  （pg/mL） PD-1  （ng/mL） 

N                                   35.51±16.831），2） 2.40±0.481），2）

NS                                  36.94±12.661），2） 2.46±0.541），2） 

NS+D                                 41.54±14.211），2） 3.72±0.561），2）

A                                 111.35±36.81 8.59±0.76

A+D                               124.44±27.54 9.77±0.81

A+J                               73.26±33.391），2） 5.80±1.051），2）

 Group                       p-NF-κBP65    PD-1    

N                     0.34±0.221），2） 0.55±0.341），2）

NS                   0.52±0.381），2）   0.58±0.451），2）

NS+D               0.82±0.131），2）      0.76±0.351），2）

A                      2.16±1.07     2.86±0.28

A+D                  2.37±0.86    2.91±0.17

A+J                    1.21±0.601），2） 1.22±0.211），2）

 Group                      CD3+ CD25+Foxp3+  

N                     2.66±0.551），2） 3.01±0.791），2）

NS                   3.62±1.461），2） 3.31±0.721），2）

NS+D               4.47±0.621），2） 4.17±0.561），2）

A                      8.55±1.07 8.98±0.91

A+D                  9.78±0.88 9.84±1.11

A+J                    5.94±0.271），2） 5.00±1.151），2）

表2  各组小鼠左肺组织p-NF-κBP65和PD-1蛋白表达比较

Tab.2  Comparison of expression of p-NF-κBP65 and PD-1 protein in left lung tissue of mice in each group

表3  各组小鼠T淋巴细胞亚群的比较 （%） 

Tab.3  Comparison of T lymphocyte subsets of mice in each group  （%）  

1） P < 0.05 vs. group A；2） P < 0.05 vs. group A+D.

N              NS              A             A+J                 NS+D                 A+D

p-NF-κBP65

PD-1

β-actin

14×103

40×103

62×103
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nAChR可使肺损伤减轻。敲除小鼠nAChR基因或经

颈部两侧切除迷走神经，肺损伤炎症细胞浸润程度

和肺结构破坏程度增加，且病死率增高［11-12］ 。本研

究中，通过荧光染色发现，N组和NS组小鼠右肺下叶

结构未出现病理变化，NS+D组右肺下叶间质有少量

炎症细胞浸润，A组和A+D组小鼠右肺下叶间质水

肿、炎症细胞浸润、增厚，肺泡结构破坏，符合ARDS

组织病理学特征，而 A+J组小鼠右肺下叶间质炎症

细胞浸润较轻、肺间质增厚不明显，肺泡基本结构

破坏较少。说明激活nAChR可减轻ARDS小鼠的肺水

肿、减少肺间质炎性渗出，减轻肺损伤的严重程度，

从而保护肺泡结构的稳定性，与其他研究［11］结果一

致。

NF-κB是一种核转录调节蛋白，参与多种炎症

介质和免疫相关基因的转录和调控，是免疫炎症反

应中多个信号通路的关键点和聚集点［5］。NF-κB

是由P50和P65这2种多肽组合的二聚体，NF-κB的

激活需要与其结合的抑制蛋白B的磷酸化［13］。抑制

蛋白B磷酸化及降解使NF-κBP65磷酸化和核转位，

形成p-NF-κBP65。p-NF-κBP65含有反式激活区，与

靶基因转录元件相互作用而促进其转录，形成活化

的NF-κB，因此，p-NF-κBP65在启动转录NF-κB并促

使其活化中起重要作用［6］。本研究结果显示，在切

断迷走神经并给予nAChR激动剂后，A+J组小鼠左

肺组织中p-NF-κBP65含量较A组和A+D组小鼠的

表达降低，说明刺激迷走神经后通过nAChR可以降

低抑制蛋白NF-κB的磷酸化及降解，从而减少p-NF-

κBP65的生成，使活化的NF-κB减少，减轻ARDS的炎

症反应。IL-18不仅可以促进T淋巴细胞活化并趋

化多形核白细胞向急性炎症区游走，且激活的IL-18

与其受体结合形成复合体，通过NF-κB信号途径促

进炎症“瀑布效应”发生，加重细胞损伤。ARDS早

期血浆中IL-18浓度升高与ARDS患者的死亡及多器

官功能衰竭相关，也有研究［7］表明抑制NF-κB可减

少脂多糖所致ARDS大鼠血清IL-18含量升高，保护

ARDS大鼠。研究［14-15］表明，抑制NF-κB信号途径可

降低IL-18的转录水平，减轻ARDS大鼠炎症反应。

本研究中，A+J组小鼠肺组织p-NF-κBP65蛋白含量

和血清IL-18水平显著低于A组和A+D组，说明激活

nAChR后可通过抑制p-NF-κBP65蛋白的生成，阻止

NF-κB发生核转录、降低其活性，减少NF-κB的释放

和活化，由此降低通过NF-κB信号途径产生的IL-18

水平。有研究［16］表明，nAChR拮抗剂可增加细胞核

内NF-κB的表达，逆转迷走神经电刺激的保护作用，

本研究中A+J组小鼠肺组织的荧光染色所见也证实

了这一结果。

PD-1是免疫细胞抑制性共刺激分子，通常在活

化的T细胞、单核细胞、自然杀伤细胞、B细胞、树突

状细胞上表达，在内皮细胞上也有表达［17］。活化的

树突状细胞表面上的PD-1可以抑制NF-κB的生成，

减轻炎症反应［18］。ARDS患者外周血PD-1过度表达

与病死率相关，抑制PD-1过度表达可以降低ARDS

的病死率［19］。临床研究［20-22］表明，脓毒症患者外周

血PD-1明显升高，而且随着脓毒症的发展，PD-1水

平也升高，阻断PD-1的生成可以改善脓毒症的临床

症状，给予外源性PD-1抗体有助于脓毒症患者的

恢复，因此PD-1是判断临床预后独立的预测指标。

本研究中，A+J组小鼠左肺PD-1的含量及血清PD-1

水平均低于A组和A+D组，说明激活nAChR可减少

PD-1的表达，减轻ARDS炎症反应。

炎症反应是ARDS的本质，而过度的炎症反应

会导致机体免疫调节机制失衡，其中细胞免疫功能

紊乱与过度炎症反应的发生息息相关，两者叠加促

进ARDS不断恶化［23］。T淋巴细胞亚群不仅是机体

免疫细胞群的重要组成部分，也是检测细胞免疫功

能的重要指标［24］。CD3+分布于T淋巴细胞表面，参

与特异性抗原识别、活化和信号传导，反映机体的

免疫状态，是鉴定T淋巴细胞的重要标记。CD3+T淋

巴细胞是ARDS、重症肺炎等肺部疾病临床预后的

重要监测指标［25-27］。CD25+和Foxp3+也是T淋巴细

胞激活的标志［28］。本研究中，A组和A+D组的CD3+

和CD25+Foxp3+T淋巴细胞百分比高于其他各组，提

示细胞免疫紊乱在ARDS的发生中起重要作用，A+J

组CD3+和CD25+Foxp3+T淋巴细胞百分比显著低于A

组和A+D组，表明激活nAChR可以纠正ARDS的细胞

免疫紊乱，减轻炎症反应。

综上所述，激活nAChR后，CAP不仅可以抑制

PD-1、p-NF-κBP65和IL-18的生成，同时还可抑制p-NF-

κBP65活化，减少IL-18的释放，纠正细胞免疫系统T

淋巴细胞过度激活，减轻ARDS小鼠的炎症反应，改

善肺损伤。本研究的不足之处在于未从细胞水平阐

明激活nAChR后的抗炎基因靶点和纠正T淋巴细胞

第2期  殷宗宝等.  N型乙酰胆碱受体对急性呼吸窘迫综合征小鼠炎症反应的影响



·138·

紊乱的机制，以及如何通过活化的PD-1抑制p-NF-

κBP65的活化，有待今后进一步研究。 
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